Background and Purpose-The sodium-calcium exchanger NCX1 represents a key mediator for maintaining [Na ϩ ] i and [Ca 2ϩ ] i in anoxic conditions. To date, no information is available on NCX1 protein expression and activity in microglial cells under ischemic conditions. Methods-By means of Western blotting, patch-clamp electrophysiology, single-cell Fura-2 acetoxymethyl-ester microfluorometry, immunohistochemistry, and confocal microscopy, we investigated the regional and temporal changes of NCX1 protein in microglial cells of the peri-infarct and core regions after permanent middle cerebral artery occlusion. The exchanger expression and activity were measured in primary microglia isolated ex vivo from the core region of adult rat brains 7 days after permanent middle cerebral artery occlusion and in cultured microglia under in vitro hypoxia. Results-One day after permanent middle cerebral artery occlusion, NCX1 protein expression was detected in some microglial cells adjacent to the soma of neurons in the infarct core. More interestingly, 3 and 7 days after permanent middle cerebral artery occlusion, NCX1 signal strongly increased in the round-shaped microglia invading the infarct core. Cultured microglial cells obtained from the core also displayed increased NCX1 expression as compared with contralateral cells and showed enhanced NCX activity in the reverse mode of operation. Similarly, NCX activity and NCX1 protein expression were significantly enhanced in BV2 microglia exposed to oxygen and glucose deprivation, whereas NCX2 and NCX3 were downregulated. Interestingly, in NCX1-silenced cells, [Ca 2ϩ ] i increase induced by hypoxia was completely prevented. Key Words: cerebral ischemia Ⅲ IB4 Ⅲ microglia Ⅲ Na ϩ /Ca 2ϩ exchanger Ⅲ NCX1 Ⅲ pMCAO M icroglial cells are one of the first nonneuronal cells that respond to ischemic injury and in which, like occurs in most immune cells, the initiation of cellular responses, including morphological changes, proliferation, motility, phagocytosis, and increased synthesis of receptors and secretory products, involves modifications of calcium homeostasis. 1,2 In particular, long-lasting ionic alterations occurring in microglia in response to the ischemic injury play a crucial role in inducing and maintaining neurotrophic, inflammatory, and remodeling responses in the postischemic brain. 3 The sodium-calcium exchanger (NCX), an integral protein belonging to the superfamily of plasma membrane exchangers, represents a key mediator for maintaining intracellular [ 6 -8 NCX1 is broadly expressed in the heart, brain, and kidney, whereas NCX2 and NCX3 are exclusively expressed in the brain and skeletal muscle. 7, 8 Among these 3 genes, the ubiquitous NCX1 is the most highly characterized member. 9 By contrast, in the brain, although isoform-specific cellular expression patterns suggest distinct functions for each of the 3 exchangers, 10 the physiological roles of the NCX1 gene product have not yet been as well defined as those in the heart.
M
icroglial cells are one of the first nonneuronal cells that respond to ischemic injury and in which, like occurs in most immune cells, the initiation of cellular responses, including morphological changes, proliferation, motility, phagocytosis, and increased synthesis of receptors and secretory products, involves modifications of calcium homeostasis. 1, 2 In particular, long-lasting ionic alterations occurring in microglia in response to the ischemic injury play a crucial role in inducing and maintaining neurotrophic, inflammatory, and remodeling responses in the postischemic brain. 3 The sodium-calcium exchanger (NCX), an integral protein belonging to the superfamily of plasma membrane exchangers, represents a key mediator for maintaining intracellular [Na ϩ ] i and [Ca 2ϩ ] i homeostasis in response to brain ischemia. Indeed, depending on the levels of [Na ϩ ] i and [Ca 2ϩ ] i , NCX can operate either in the forward mode, coupling the uphill extrusion of Ca 2ϩ to the influx of Na ϩ ions, or in the reverse mode, coupling the extrusion of Na ϩ to the influx of Ca 2ϩ ions. 4, 5 Three NCX genes, that is, NCX1, NCX2, and NCX3, have been identified and cloned. 6 -8 NCX1 is broadly expressed in the heart, brain, and kidney, whereas NCX2 and NCX3 are exclusively expressed in the brain and skeletal muscle. 7, 8 Among these 3 genes, the ubiquitous NCX1 is the most highly characterized member. 9 By contrast, in the brain, although isoform-specific cellular expression patterns suggest distinct functions for each of the 3 exchangers, 10 the physiological roles of the NCX1 gene product have not yet been as well defined as those in the heart.
In vitro studies provided evidence that, among the different NCX genes, NCX1 is the most highly expressed in microglia 11, 12 ; interestingly, the direct exposure of cultured microglia to interferon-␥ or nitric oxide 13,14 enhanced NCX1 transcripts levels. However, no information is yet available on NCX1 protein expression and activity in microglia under ischemic conditions. Recently, by means of radioactive in situ hybridization experiments, our research group showed that NCX1 transcripts display a different expression pattern in the ischemic core and in the peri-infarct regions after permanent middle cerebral artery occlusion (pMCAO) in rats 15 ; whether these modifications also occur in microglia in the postischemic brain still remains unknown.
In the present study, by means of immunohistochemistry, double immunofluorescence, and confocal microscopy, we first investigated the regional and temporal changes of NCX1 protein in microglia of the core and peri-ischemic areas 1, 3, and 7 days after pMCAO as compared with the contralateral undamaged area. Then, by means of Western blotting, electrophysiology, and single-cell Fura-2 acetoxymethyl-ester microfluorometry, we explored NCX1 expression and NCX activity ex vivo, in primary glial cultures dissociated from ischemic adult rat brain 7 days after pMCAO and in vitro, in microglia exposed to oxygen and glucose deprivation (OGD) followed by reoxygenation.
Materials and Methods

Animals
Male Sprague-Dawley rats (250 to 270 g, nϭ45; Charles River; Calco, Italy) were housed in a temperature-and humidity-controlled colony room under diurnal/lighting conditions. Animal handling was in accordance with the International Guidelines for Animal Research and the experimental protocol was approved by the Animal Care and Use Committee of "Federico II" University of Naples.
Surgical Procedures
Rats were divided into 3 groups: (1) control (nϭ5); (2) sham-operated (nϭ5); and (3) ischemic (nϭ5). The latter received pMCAO for 1, 3, and 7 days, respectively. pMCAO was performed as previously described. 15,16 A 2-cm incision was made between the orbit and the ear and another to divide the temporal muscle. Next, a small window (diameterϭ2 mm) was made just over the visibly identified middle cerebral artery. The left pMCAO was performed by electrocoagulation with a bipolar electrocauterizer (Diatermo). The pMCAO insult was performed as close as possible to the middle cerebral artery origin, that is, near the circle of Willis. The body temperature was monitored with a rectal probe and maintained at 37Ϯ0.5°C until awakening. Sham-operated animals underwent the same procedures except for middle cerebral artery electrocoagulation. In some of the experimental and sham-operated rats, a catheter was inserted into the femoral artery to measure arterial blood gases with a blood gas analyser (Chiron Diagnostic). Cerebral blood flow was monitored in the cerebral cortex ipsilateral to the occluded middle cerebral artery with a laser Doppler flowmeter. 16, 17 
Glial Cell Cultures Obtained From the Ischemic Brain
Seven days after pMCAO, the tissue harvested from the cortical core and the corresponding contralateral cortex was first dissociated enzymatically in a solution containing 0.125% trypsin and 1.5 mg/mL DNase (Sigma) and then mechanically in Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin-streptomycin, 2 mmol/L L-glutamine (Gibco). Cell pellet was resuspended and plated onto poly-D-lysine-coated coverslips. Because we did not observe significant changes in terms of cell morphology or NCX activity at 1 day in vitro if compared with 3 days in vitro, all experiments were performed at 3 days in vitro. Only after 7 days in vitro, the IB4-positive cells obtained from the core gradually returned to a more ramified morphology (data not shown).
BV2 Microglia and OGD
The BV2 microglial cell line was generously provided by Prof G. M. Lauro (University of Rome "Roma Tre"). Cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin-streptomycin, and 2 mmol/L L-glutamine. Hypoxia was simulated by exposing cells to the culturing medium devoid of glucose and serum and previously saturated with 95%N 2 /5% CO 2, as described. 18 Then, they were placed in an air-tight box chamber (Billups-Rothenberg Inc) in which the atmosphere was also saturated with 95% N 2 /5% CO 2 . After 40 minutes of incubation at 37°C, cells were transferred to culturing medium and returned to the incubator under normoxia. Cells were reoxygenated for 6, 24, and 48 hours. Control cells were kept under normoxia.
Nitrite Detection
Nitric oxide (NO) generation in BV2 cells was determined using the Griess reaction assay. 19
Western Blotting
Protein samples were separated on 8% or 14% polyacrylamide gel and electrophoretically transferred to nitrocellulose membranes. Filters were incubated with mouse monoclonal anti-NCX1 (1:500; Swant), rabbit polyclonal anti-ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1; 1:2000; Wako), rabbit polyclonal anti-NCX2 (1:200; Primm, Italy), rabbit polyclonal anti-NCX3 (1:3000; kindly provided by Dr K. D. Philipson and Dr D. A. Nicoll, Los Angeles, Calif) , and mouse monoclonal anti-␤-actin (1:1000; Sigma). Immunoreactive bands were detected using the chemiluminescence system (Amersham-Pharmacia-Biosciences).
Immunohistochemistry
Immunostaining and confocal immunofluorescence procedures were performed as previously described. 10, 15, 20 The animals were euthanized 1, 3, and 7 days after pMCAO onset. The rats were anesthetized intraperitoneally with chloral hydrate (300 mg/kg) and perfused transcardially with 4% wt/vol paraformaldehyde and 15% wt/vol picric acid in phosphate buffer. The brains were sectioned coronally at 60 m on a vibratome. After blocking, sections were incubated with the following primary antisera: anti-NCX1 (1:500), anti-NeuN (mouse monoclonal, 1:2000; Chemicon), and anti-Iba1 (1:2000) . Microglia were also identified using the isolectin-B4 conjugated to fluorescein isothiocyanate (isolectin-B4 conjugated to fluorescein isothiocyanate; 1:200). After incubations with biotinylated secondary antibodies, the peroxidase reaction was developed using 3,3Ј-diaminobenzidine/4-HCl as a chromogen. For double immunofluorescence, sections were instead incubated in a mixture of the fluorescent-labeled secondary antibodies (Alexa 488/Alexa 594-conjugated antimouse/antirabbit IgG). Because no immunoreactivity differences were found between control and sham-operated animals, the data are presented as a comparison of pMCAO-bearing and sham-operated rats. Cell cultures were fixed in 4% wt/vol paraformaldehyde in phosphate buffer for 30 minutes and incubated with primary antisera as described. Subsequently, they were incubated in a mixture of Alexa 594-conjugated antimouse-IgG and isolectin-B4 conjugated to fluorescein isothiocyanate (1:200) . Images were observed using a Zeiss LSM510 META/laser scanning confocal microscope. Single images were taken with an optical thickness of 0.7 m and a resolution of 1024ϫ1024.
[Ca
2؉
] i Measurement [Ca 2ϩ ] i was measured by single-cell Fura-2 acetoxymethyl-ester videoimaging, as previously described. 19 Primary glial cultures were first preincubated with isolectin-B4 conjugated to fluorescein isothiocyanate for 4 to 6 hours to identify microglia, and, at the end of this incubation, the cells were loaded with 6 mol/L Fura-2 acetoxymethyl-ester for 30 minutes at 37°C in normal Krebs solu-tion. 19 Then, the coverslips were placed into a perfusion chamber (Medical System, Co, Greenvale, NY) mounted onto the stage of an inverted Zeiss Axiovert 200 microscope (Carl Zeiss) equipped with a FLUAR 40ϫ oil objective lens. [Ca 2ϩ ] i was simultaneously measured together with IB4 fluorescence in cells alternatively illuminated at 340 nm/380 nm and 490 nm wavelengths. NCX activity was evaluated as Ca 2ϩ uptake through the reverse mode by switching the normal Krebs medium to Na ϩ -deficient NMDG ϩ medium (Na ϩ -free).
Electrophysiology
I NCX was recorded from BV2 microglia and primary glial cell cultures by the patch-clamp technique in whole-cell configuration as previously described. 21 Ringer solution contained 20 mmol/L tetraethylammonium, 1 mmol/L 4-aminopiridine, 50 nmol/L tetrodotoxin, 10 mol/L nimodipine, and 50 mol/L Ba 2ϩ to block tetraethylammonium-and 4-aminopiridine-sensitive K ϩ , tetrodotoxin-sensitive Na ϩ , L-type Ca 2ϩ , and K ir currents.
NCX1 Silencing
Silencing of NCX1 in BV2 cells was performed with HyPerfectTransfection Kit (Qiagen) by using 2 different FlexiTube siRNA for NCX1: (1A) Mm_Slc8a1_1 (5Ј-AAGGATTCTGAAGGAACTT-AA-3Ј); and (1B) Mm_Slc8a1_4 (5Ј-CTGGCTCATATTACT-GTAAGA-3Ј) and the validated irrelevant Allstars short-interfering RNA as a negative control (Qiagen). Cells were incubated with OptiMEM (Invitrogen) supplemented with RNAiFect Transfection Reagent (Qiagen) and 20 nM of each short-interfering RNA duplex for 15 hours. Then, cells were incubated in culturing medium for an additional 72 hours. Protein extracts were subjected to Western blot analysis with the anti-NCX1 antibodies.
Statistical Analysis
Data are expressed as meanϮSEM of values obtained in 3 separate experiments. Statistical comparisons between controls and treated groups were performed using the one-way analysis of variance followed by Newman Keul's test. PϽ0.05 was considered significant.
Results
NCX1 Distribution 1 Day After pMCAO
At Day 1, a marked loss of NeuN immunoreactivity was evident in the deep cortical layers (Figures 1A, a-h and 1B, a, e). The pattern of immunoreactivity observed with the anti-NCX1 antibody was identical in the unaffected hemisphere and in sham-operated animals ( Figure 1A , i-p), in agreement with previous studies performed with the same antibody. 10, 22 In the somatosensory cortex of ischemic animals, NCX1 immunoreactivity of the neuropil was less intense than in the unaffected hemisphere ( Figure  1B , b-f). Nonetheless, it was clearly detectable in coiled apical dendrites, some of which appeared intensely immunostained (Figures 1B, . In addition, the NCX1 signal became evident within the perikaryon of neurons located in the deep cortical layers of the infarct zone ( Figure 1B, d-h ). Interestingly, in the same region, NCX1 immunoreactivity was also confined around the soma of neuronal profiles, possibly recognizing perineuronal glial cells ( Figure 1C , a-c). Confocal immunofluorescence experiments revealed that in the infarct core, some perineuronal microglial cells were double-labeled for the microglial Iba1 marker and NCX1 ( Figure 1C , d-f). Intriguingly, NCX1 immunoreactivity colocalized with Iba1 in cells located near the vessel wall, thus suggesting NCX1 expression in perivascular macrophages (Figure 1C, . By contrast, in the contralateral hemisphere or in sham-operated animals, the anti-NCX1 antibody did not stain NCX1 immunoreactivity in microglia (not shown).
NCX1 Distribution 3 Days After pMCAO
Three days after pMCAO, when the loss of NeuN staining in the deep cortical layers of the infarct region was more pronounced (Figures 2A, a-h and 2B, a, e), NCX1 immunosignal increased in this region, particularly within the medial and superficial region of the somatosensory cortex, where its expression was strongly evident in beaded apical dendrites ( Figure 2B, b, d ). More interestingly, many roundshaped cells invading the infarct area and resembling macrophage-like morphology exhibited intense NCX1 immunoreactivity ( Figure 2B , f-h), whereas in the corresponding contralateral area, no NCX1 immunosignal was evident (not shown). Double-labeled experiments revealed that NCX1 was selectively coexpressed in the round Iba1-positive microglia invading the infarct core ( Figure 2C , a-f). In the peri-ischemic region, outside the infarct area, dendrites positive for NCX1 appeared intensely immunostained and several cells showed clear NCX1 immunoreactivity (Figure 2B, . No colocalization between NCX1 immunoreactivity and other phenotypes of Iba1-positive microglia were detected in the peri-ischemic region (not shown).
NCX1 Distribution 7 Days After pMCAO
At Day 7, when the core was largely devoid of NeuN signal (Figures 3A, a-h and 3B, a, d), NCX1 immunoreactivity in the neuropil was strongly decreased ( Figure 3A , i-p). By contrast, the NCX1 immunosignal largely increased in roundshaped cells located in the core ( Figure 3B , e-f). Confocal immunofluorescence experiments revealed that Iba1-positive cells accumulating in the infarct core at 7 days were much more abundant than those observed in the same area at 3 days. Interestingly, only those Iba1-positive microglial cells that showed round-shaped morphology coexpressed NCX1 immunosignal ( Figure 3C , a-i). In the more central region of the infarct core, NCX1/Iba1 double-labeled cells represent approximately 80% of Iba1-positive cells ( Figure 3C , g-i). In the peri-ischemic region, the exchanger immunosignal appeared still increased ( Figure 3B , b-c), as already observed 3 days after pMCAO, but no colocalization between NCX1 and Iba1 immunoreactivities was found (not shown).
Upregulation of NCX1 Expression in Microglia Obtained From the Core Region
Double-labeling of NCX1 protein with the microglial marker IB4 revealed that NCX1 immunoreactivity in microglia isolated from the contralateral region was barely detectable ( Figure 4A -F). The majority of cells (91.5Ϯ1.5) isolated from the contralateral cortex were IB4(ϩ), and only 12.1%Ϯ4.2% of them express NCX1 protein ( Figure 4M ). By contrast, microglia isolated from the core strongly expressed NCX1 immunoreactivity ( Figure 4G -L). Quantitative analysis revealed that 46%Ϯ3.6% of cells isolated from the core were IB4(ϩ). Among them, 94.2%Ϯ4.8% were also positive for NCX1. In these cells, NCX1 signal was intensely expressed on the plasma membrane ( Figure 4G -L).
Upregulation of NCX Activity in Microglia Obtained From the Core Region
To assess whether a modulation of NCX function peculiarly occurred in microglial cells of the ischemic core, its activity was assessed by using Na ϩ -dependent [Ca 2ϩ ] i increase monitored by FURA-2 microfluorometry and patch clamp in a whole-cell configuration either in IB4(ϩ) cells or IB4(Ϫ) cells ( Figure 5 ). In addition, NCX activity was assessed in IB4(ϩ) cells from the corresponding contralateral cortex ( Figure 5E , G). The perfusion of Na ϩ -free solution was followed by a fast linear rise in [Ca 2ϩ ] i that was largely greater in IB4(ϩ) cells obtained from the core if compared with both IB4(Ϫ) cells of the same ischemic region and IB4(ϩ) cells obtained from the corresponding contralateral area ( Figure 5E -G). Accordingly, I NCX , recorded in the reverse and forward mode of operation, were significantly higher in IB4(ϩ) cells obtained from the core if compared to those recorded both in IB4(Ϫ) cells of the same region and IB4(ϩ) cells of the contralateral hemisphere. Relevantly, in microglia obtained from the core, the current carried by NCX working in the reverse mode was much higher than that recorded in the forward mode ( Figure 5F -G).
Upregulation of NCX1 Protein Expression and NCX Activity in BV2 Microglia Exposed to OGD
To dissect the direct effects of hypoxic conditions on NCX1 expression/activity when microglial cells are incubated alone, we used a more simple system constituted by BV2 microglial cell line exposed to OGD followed by reoxygenation.
When BV2 microglia were exposed to OGD, a significant increase in NCX1 protein expression occurred 24 hours after reoxygenation; after 48 hours of reoxygenation, NCX1 protein levels were still higher than those in normoxic cells, although they were reduced if compared with those measured at 24 hours. Conversely, after 6 hours, no variations in NCX1 protein expression were detected ( Figure 6A ). When BV2 microglia were exposed to OGD, at variance with NCX1 expression, a significant decrease in both NCX2 and NCX3 occurred both at earlier and later times of reoxygenation ( Figure 6B -C). Furthermore, OGD/reoxygenation also caused an increase in Iba1 protein expression and NO production in microglia ( Figure 6D ). The increase in these 2 hallmarks indicates that OGD activates microglia in vitro. 23 In microglia exposed to OGD plus 6 and 24 hours of reoxygenation, isolated I NCX , recorded both in the forward and reverse modes of operation, were significantly higher than those detected under normoxia. After 48 hours of reoxygenation, I NCX declined but was nonetheless still higher than that recorded in normoxic cells ( Figure 6E-F) . Accordingly, [Ca 2ϩ ] i , significantly increased 6 hours after reoxygen- ation if compared with normoxic levels. After 24 hours of reoxygenation, although [Ca 2ϩ ] i decreased, it was higher than that of control. Interestingly, after 48 hours of reoxygenation, [Ca 2ϩ ] i returned to basal normoxic values ( Figure 6G ).
NCX1 Silencing Prevents OGD-Induced [Ca
2؉ ] i Increase in BV2 Microglia
To examine whether the altered Ca 2ϩ handling was specifically related to NCX1 expression/activity increase, we knocked down NCX1 using 2 selective short-interfering RNA (1A and 1B) in BV2 microglia. Both short-interfering RNAs significantly reduced NCX1 protein in microglia, as revealed by Western blot ( Figure 6H, upper panel) . Consistently, in NCX1-silenced cells, NCX activity, measured as Na ϩ -free induced [Ca 2ϩ ]i increase (ie, reverse mode), was significantly reduced ( Figure 6H, lower panel) . Interestingly, when NCX1-silenced BV2 cells were exposed to OGD plus 6 hours of reoxygenation, the increase in [Ca 2ϩ ] i , was completely prevented ( Figure 6I ). This finding, together with the results showing that the protein expression of the other 2 NCX isoforms-NCX2 and NCX3-significantly decreased after OGD, underlined the relevant role played by the NCX1 isoform in round phagocytic microglial cell during hypoxic conditions.
Discussion
The present study, by means of in vivo, ex vivo, and in vitro integrative approaches, demonstrated that NCX1 expression and activity are upregulated in microglia in response to the ischemic injury. In particular, 1 day after pMCAO, NCX1 protein expression was detected only in some microglial cells located adjacent to the soma of neurons in the infarct core. More interestingly, 3 and 7 days after pMCAO, NCX1 signal progressively increased in the Iba1-positive microglia invading the infarct core. In these cells, NCX1 expression was limited to the round phagocytic phenotype, which represents the final stages of microglia activation. 2, 23 Interestingly, microglial cells isolated from the lesioned core region 7 days after pMCAO and cultured in vitro intensely expressed NCX1 protein. Furthermore, NCX activity in the reverse mode of operation significantly and selectively increased in these cells. Accordingly, we found that the BV2 microglial cell line, when exposed to anoxic conditions, displayed a significant increase of I NCX and of NCX1, but not of NCX2 and NCX3 protein expression that were in contrast downregulated. The enhanced NCX activity may explain the modifications of [Ca 2ϩ ] i observed at different time intervals in microglial cells after OGD. In particular, the increase in [Ca 2ϩ ] i detected at 6 hours after OGD might be attributed to an increased activity of NCX1 in the reverse mode of operation, because NCX1 silencing fully prevented the OGDinduced [Ca 2ϩ ] i rise. Consistently with this interpretation, in other pathological conditions such as interferon-␥ or NO exposure, the activity and expression of NCX increased in microglia in the reverse mode of operation, causing Na ϩ -dependent Ca 2ϩ uptake. 14 The presence of NCX1 signal in microglial cells invading the infarct core suggests that this exchanger, by determining an increase of [Ca 2ϩ ] i , might play an important role in calcium-mediating microglia functions. 2 Recently, Ifuku et al 24 showed that the Ca 2ϩ influx through reverse-mode activity of the Na ϩ /Ca 2ϩ exchanger is a prerequisite for bradykinin-and B1-agonist-induced microglial motility. In these cells, the knocking out of NCX1 in the heterozygous state impairs bradykinin-induced chemotaxis or migration in microglia.
Another aspect that deserves consideration is that the increase in NCX activity in the BV2 microglial cell line was already detected when NCX1 protein upregulation was not yet observed. This early increase of NCX activity can be due to the augmented levels of NO observed in the present study in anoxic microglia. In fact, it has been shown that NO exerts a stimulatory action on NCX operating in the reverse mode 14 and the time course of the production of this gaseous mediator followed the same pattern as that observed for I NCX, detected by the patch clamp technique. The intense expression of NCX1 in microglia suggests its functional involvement in regulating the activity of these cells in the postischemic brain. In fact, microglia serve as scavenger cells in the injured brain. Indeed, phagocytic clearance of structures that have lost their function such as necrotic debris of cells, dendrites, and myelin is considered beneficial and represents a prerequisite for repair attempts in cerebral ischemia. 2 However, the marker Iba1 does not allow us to discriminate whether NCX1/Iba1 double-labeled cells observed 7 days after pMCAO belongs to round phagocytic microglia or circulating bloodborne brain macrophages invading the infarct core. Whether the increase in NCX1 expression and activity could contribute to the beneficial actions exerted by microglial activity during the different phases of microglia activation after ischemia cannot be determined from the present study. However, the importance of NCX1 function in the brain has been already highlighted by recent findings showing that under cerebral ischemia, the specific knocking down of the ncx1 gene as well as ncx2 and ncx3 dramatically increases the extent of the ischemic lesion in rats and mice. 16, 21, 25 This suggests that the increased activity of NCX1 in microglia of the postischemic brain might exert a protective role.
Collectively, the upregulation of NCX1 expression and activity observed in microglial cells after pMCAO suggests the relevant role played by NCX1 in modulating microglial functions in the postischemic brain. 
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Микроглиальные клетки являются одними из первых ненейрональных клеток, реагирующих на ишемическое повреждение, и в которых, как и в большинстве иммун-ных клеток, стимуляция клеточного ответа, включа-ющего морфологические изменения, пролиферацию, фагоцитоз и повышенный синтез рецепторов и секре-цию, происходит в результате изменений гомеостаза кальция [1, 2] . В частности, длительно существующие изменения в обмене ионов, происходящие в микрогли-альных клетках в ответ на ишемию, играют решающую роль в индуцировании и поддержании нейротрофи-ческих, воспалительных и ремоделирующих ответных реакций в мозге после ишемии [3] .
Натрий-кальциевый насос (NCX) представляет собой интегральный белок, принадлежащий к суперсемейст-ву плазматических мембранных насосов, является ключевым медиатором сохранения внутриклеточной концентрации Na + и Ca 2+ в ответ на ишемию головного мозга. В зависимости от содержания Na + и Ca
2+
, NCX может работать либо в прямом режиме (вытеснение Ca 2+ в ответ на поступление Na +) , либо в обратном режиме (вытесенение Na + ответ на поступление Ca 2+ ) [4, 5] . Три гена NCX -NCX1, NCX2, NCX3 были иденти-фицированы и клонированы [6] [7] [8] . NCX1 экспресси-руется в сердце, мозге, и почках, в то время, как NCX2 и NCX3 -только в мозге и скелетных мышцах [7, 8] . Среди этих генов наиболее хорошо изучен ген NCX1 [9] . Однако, несмотря на то, что структура изоформ-ной специфической клеточной экспрессии предпо-лагает наличие определенных функций у каждого из 3 насосов [10], в головном мозге физиологическая роль продуктов экспрессии гена NCX1 до сих пор не настолько хорошо изучена, как в сердце.
В исследованиях in vitro привели доказательст-ва того, что среди различных генов NCX именно изоформа NCX1 наиболее часто экспрессируется в микроглиальных клетках [11, 12] . Интересно, что прямое воздействие γ-интерферона или оксида азота на культивированные микроглиальные клетки [13, 14] приводит к увеличению экспрессии NCX1. Тем не менее, в настоящее время отсутствуют данные об изменении уровня экспресии белка NCX1 и его активности в микроглиальных клетках в условиях ишемии. Недавно, в ходе экспериментальных иссле-дований радиоактивной гибридизации in situ, наша исследовательская группа продемонстрировала, что транскрипты NCX1 отражают иной характер экспрес-сии в ядре ишемии и периинфарктных зонах после необратимой окклюзии средней мозговой артерии (нОСМА) у крыс [15] . Неизвестно, наблюдаются ли подобные изменения в микроглиальных клетках головного мозга после ишемии.
В данном исследовании с помощью методов иммунно-гистохимии, двойной иммунофлуоресценции и конфо-кальной микроскопии мы впервые исследовали локальные Экспрессия NCX1 и повышение функциональной активности микроглиальных клеток, замещающих ядро ишемии (pMCAO) и временные изменения экспрессии белка NCX1 в мик-роглиальных клетках в ядре ишемии и периишемических зонах на 1-й, 3-й и 7-й дни после нОСМА по сравнению с микроглиальными клетками контралатеральной непо-врежденной области. Далее, путем проведения вестерн-блоттинга, электрофизиологических исследований и Fura-2АМ мы изучали экспрессию NCX1 и активность NCX ex vivo, в первичных глиальных культурах, полученных из ишемизированного мозга взрослых крыс на 7-й день после нОСМА, и in vitro, в микроглиальных клетках, куль-тивированных в условиях дефицита кислорода и глюкозы (ДКГ) с последующей реоксигенацией.
nМАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ЖИВОТНЫЕ
Самцов крыс Sprague-Dawley (масса тела 250-270 г, n=45; Charles River; Calco, Италия), содержали в клет-ке с контролируемыми температурой и влажностью, в условиях дневного освещения. За животными ухажи-вали в соотвествии с Международным руководством по проведению исследований на животных (International Guidelines for Animal Research). Протокол проведе-ния экспериментального исследования был одобрен Комитетом по использованию и уходу за животными (Animal Care and Use Committee) Университета "Federico II" Неаполя ("Federico II" University of Naples).
ХИРуРгИЧЕСКОЕ ВМЕшАТЕЛЬСТВО
Крыс разделили на 3 группы: (1) контрольную (n=5); (2) ложно-оперированную (n=5); и (3) основную с ише-мией мозга (n=5). Мышам вышеуказанных групп инду-цировали нОСМА в 1-й, 3-й и 7-й дни соответственно. Описание процедуры нОСМА было опубликовано ранее [15, 16] . Мы выполнили разрез длиной 2 см между глазницой и ухом и еще один для разделения височной мышцы. На следующем этапе сформировали небольшое трепанационное отверстие диаметром 2 мм непосредст-венно над визуально определяемой СМА. Окклюзию левой СМА выполняли методом электрокоагуляции биполярным электрокоагулятором (Diatermo). СМА была окклюзирована максимально близко к месту разделения средней мозговой артерии на ветви рядом с Виллизиевым кругом. Температуру тела контроли-ровали ректально и поддерживали на уровне 37±0,5°C до пробуждения. Ложно-оперированным животным выполняли те же процедуры, кроме электрокоагуля-ции СМА. Некоторым экспериментальным и лож-но-оперированным крысам в бедренную артерию вводили катетер для измерения газов артериальной крови с помощью газоанализатора (Chiron Diagnostic). Церебральный кровоток мониторировали в коре голов-ного мозга ипсилатерально по отношению к окклюзи-рованной СМА с помощью лазерного допплеровского флоуметра [16, 17] .
КуЛЬТуРЫ гЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК, ПОЛуЧЕННЫЕ Из ИшЕМИзИРОВАННОгО МОзгА
Через 7 дней после нОСМА ткани, полученные из ядра ишемии и соответствующего участка кон-тралатеральной коры, сначала подвергли фермен-тативному расщеплению в растворе, содержащем 0,125%-ный трипсин и 1,5 мг/мл ДНКазы D (Sigma), и затем механическому расщеплению в модифициро-ванной Dulbecco среде Eagle, обогащенной 10%-ной эмбриональной телячей сывороткой, 1%-ным пени-циллином-стрептомицином и L-глутамином (Gibco) в концентрации 2 ммоль/л. Клеточные дебрисы были ресуспендированы и помещены под покровные стекла с поли-Д-лизином. Из-за того, что мы не наблюдали значительных изменений в клеточной морфологии и активности NCX in vitro на 1-й и 3-й дни, все опыты проводили на 3-й день in vitro. Только через 7 дней in vitro в IB4-позитивных (IB4+) клетках, получен-ных из ядра, произошло постепенное восстановле-ние многоотросчатой морфологической структуры (данные не представлены).
BV2-МИКРОгЛИАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ И ДКг
Линия микроглиальных клеток BV2 была вели-кодушно предоставлена профессором G.M. Lauro (Университет Рима "Roma Tre"). Клетки были куль-тивированы в модифицированной Dulbecco среде Eagle, обогащенной 10%-ной эмбриональной телячей сывороткой, 1%-ным пенициллином-стрептомицином и L-глутамином в концентрации 2 ммоль/л. Гипоксия была смоделирована путем помещения клеток в пита-тельную среду с дефицитом глюкозы и сыворотки и предварительно насыщенную 95% N 2 и 5% CO 2 , как было описано ранее [18] . Затем клетки помещали в герметичный контейнер (Billups-Rothenberg Inc), в котором атмосфера также была насыщена 95% N 2 и 5% CO 2 . После 40 минут инкубации при температуре 37˚С клетки переносили на питательную среду и помещали в инкубатор в условиях нормоксии. Реоксигенацию кле-ток проводили в течение 6, 24 и 48 часов. Контрольные клетки содержали в условиях нормоксии.
ОПРЕДЕЛЕНИЕ НИТРИТА
Оксид азота, вырабатываемый BV2-микро-глиальными клетками определяли спектрофото-метрическим методом с использованием реактива Грисса (Griess reaction assay) [19] .
ВЕСТЕРН-бЛОТТИНг
Образцы белка разделили на 8%-ном или 14%-ном полиакриламидном геле и электрофоретически пере-несли на нитроцеллюлозные мембраны. Фильтры инкубировали с моноклональными антителами анти-NCX1 мыши (1:500; Swant), поликлональными деионизированными кальций-связывающими адап-терными молекулами кролика (Iba1; 1:2000; Wako), поликлональными анти-NCX2 антителами кролика (1:200; Primm, Italy), поликлональными анти-NCX3 антителами кролика (1:3000; любезно предоставлен-ными Dr K.D. Philipson и Dr D.A. Nicoll, Los Angeles, Calif), и моноклональными антителами анти-β-actin мыши (1:1000; Sigma). Иммунореактивность опре-деляли с помощью хемилюминисцентной системы Amersham-Pharmacia-Biosciences.
ИММуНОгИСТОХИМИя
Процедуры иммунного окрашивания и конфо-кальной иммунофлуоресценсции провели по ранее описанной методике [10, 15, 20] . Животных усып-ляли через 1, 3, и 7 дней после нОСМА. Крысам интраперитонеально вводили хлоргидрат (300 мг/кг) и транскардиально -4 об.% парафармальдегид и 15 об.% пикриновую кислоту в фосфатном буфере. Вибратомом разрезали мозг, получали коронарные срезы толщиной 60 мкм. После фиксации образцов тканей мозга их инкубировали со следующими первичными антисыворотками: анти-NCX1 (1:500), анти-NeuN (моноклональные АТ мыши, 1:2000; Chemicon), и анти-Iba1 (1:2000) . Микроглиальные клетки также идентифицировали с помощью связан-ного с флуоресцин-изотиоцинатом изоселектина-B4 (1:200) . После инкубации с биотинилированными вторичными антителами проводили пероксидазный тест с использованием 3,3'-диаминобензидина/4-HCl в качестве хромогена. Для проведения двой-ной иммунофлуоресценции срезы инкубировали в смеси помеченных флуоресцином вторичных антител (Alexa 488/Alexa 594-связанный антимы-шиный/антикроличий IgG). В связи с отсутствием различий в иммунореактивости животных кон-трольной и ложно-оперированной групп данные представили в виде сравнения результатов у крыс с нОСМА и ложно-оперированных крыс. Клеточные культуры фиксировали в 4 об.% параформальдегиде в фосфатном буфере в течение 30 минут и инкуби-ровали с первичной антисывороткой по методике, описанной выше. Затем их инкубировали в смеси Alexa 594-коньюгированного антимышиного IgG и связанного с флуоресцин-изотиоцинатом изо-селектина-B4 (1:200) . Для получения изображений использовали Zeiss LSM510 META/лазерный ска-нирующий конфокальный микроскоп. Отдельные снимки сделали при оптической толщине в 0,7 мкм с разрешением 1024x1024.
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВНуТРИКЛЕТОЧНОй КОНцЕНТРАцИИ Ca
2+
Определение внутриклеточной концентрации Ca 2+ ([Ca 2+ ] в ) проводили с помощью Fura-2AV, как было описано ранее [19] . Первичные культуры глиальных клеток вначале инкубировали в течение 4-6 часов с изоселектином-B4, связанным с флуоресцин-изо-тиоцинатом, для выявления микроглиальных клеток; в конце инкубации клетки насыщали 6 ммоль/л Fura-2 ацетометилэфиром в течение 30 минут при 37°C в нор-мальном растворе Кребса [19] . Затем покровные стекла помещали в перфузионную камеру (Medical System, Co, Greenvale, NY), вмонтированную в обратный микроскоп Zeiss Axiovert 200 (Carl Zeiss), оборудованный масляны-ми окулярами объектива FLUAR 40x. [Ca 2+ ] в оценивали одновременно с флуоресценцией IB4 в клетках, также освещаемых светом с длиной волны 340 нм/380 нм и 490 нм. Активность NCX оценивали по увеличению [Ca 2+ ] в при замене нормальной среды Кребса на среду NMDG + с дефицитом Na + (без Na + ).
ЭЛЕКТРОфИзИОЛОгИя
I NCX регистрировали в культуре микроглиальных BV2-клеток и первичной глиальной культуре путем локальной фиксации потенциала на целых клетках, как описано ранее [21] . Раствор Рингера содержал 20 ммоль/л тетра-этиламмония, 1 ммоль/л 4-аминопиридина, 50 нмоль/л тетродотоксина, 10 мкмоль/л нимодипина и 50 ммоль/л Ba 2+ для блокировки тетраэтиламмония-и 4-аминопери-дин-чувствительного K + , тетродотоксин-чувствительного Na + , L-типа Ca 2+ и К ir силы тока.
ПОДАВЛЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ гЕНА NCX1
Экспрессию гена NCX1 в BV2-клетках подавля-ли с помощью набора для трансфекции HyPerfectTransfection Kit (Qiagen) с использованием двух раз-ных FlexiTube siРНК для NCX1: (1A) Mm_Slc8a1_1 (5'-AAGGATTCTGAAGGAACTT-AA-3'); и (1B) Mm_ Slc8a1_4 (5'-CTGGCTCATATTACT-GTAAGA-3') и для негативного контроля (Qiagen) была использована неспе-цифичная короткая интерферирующая РНК Allstars Клетки инкубировали в среде OptiMEM (Invitrogen), обогащенной реагентом RNAiFect Transfection (Qiagen) и 20 нм каждого дуплекса короткой интерферирующей РНК в течение 15 часов. Затем клетки дополнительно инкубировали в питательной среде в течение 72 часов. Белковые экстракты использовали для проведения вестерн-блоттинга с антителами анти-NCX1.
СТАТИСТИЧЕСКИй АНАЛИз
Данные представлены в виде среднего значения±стандартная ошибка среднего для каждо-го из трех экспериментов. Статистические сравнения между группами контроля и лечения провели с помо-щью однофакторного дисперсионного анализа, для оценки межгрупповых различий использовали кри-терий Ньюмена-Кеулса. Значения при р<0,05 считали значимыми.
nРЕзуЛЬТАТЫ ВНуТРИКЛЕТОЧНОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ NCX1 В 1-й ДЕНЬ ПОСЛЕ НОСМА В 1-й день значительная потеря иммунореактив-ности NeuN была очевидной в глубоких слоях коры (рис. 1A, a-з и 1Б, a, д; см. на цв. вклейке). Структура иммунореактивности, изученная при использовании антител анти-NCX1, была идентичной в непоражен-ном полушарии и у ложно-оперированных животных (рис. 1A, и-р), что согласуется с результатами пре-дыдущих исследований, в которых использовали те же антитела [10, 22] . В соматосенсорной ишемизиро-ваной коре головного мозга животных иммунореак-тивность NCX1 в нейропилях была менее выражена, чем в неповрежденном полушарии (рис. 1Б, б-е). Тем не менее, она была отчетливо заметна в апикальных дендритах, некоторые из которых оказались интен-сивно окрашены (рис. 1Б, в-ж и 1К). К тому же сигнал NCX1 был выраженным в перикарионе нейронов, расположенных в глубоких кортикальных слоях зоны инфаркта (рис. 1Б, г-з). Интересно, что в той же области иммунореактивностьNCX1 была также сосредоточена вокруг тел нейронных профилей, вероятно распозна-вая перинейрональные глиальные клетки (рис. 1В, a-в). Опыты с конфокальной иммунофлуоресценцией показали, что в ядре ишемии некоторые периней-рональные микроглиальные клетки были дважды помечены микроглиальными маркерами Iba1 и NCX1 (рис. 1В, г-е). Интересно, что колокализация иммуно-реактивности NCX1 и Iba1 в клетках, расположенных близко к стенке сосудов, свидетельствует об экспрессии NCX1 в периваскулярных макрофагах (рис. 1В, ж-и). В отличие от этого в контралатеральном полушарии или у ложно-оперированных животных антитела анти-NCX1 не окрашивали NCX1 в микроглии (данные не представлены).
ВНуТРИКЛЕТОЧНОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ NCX1 НА 3-й ДЕНЬ ПОСЛЕ НОСМА На 3-й день после нОСМА, когда уменьшение окра-шивания NeuN в глубоких слоях коры было более выраженным (рис. 2A, a-з и 2Б, a, д; см. на цв. вклейке), в этой области сигнал от NCX1 был повышен, особенно в средних и поверхностных участках соматосенсорной коры, где его экспрессия была значительно выражена в четкообразных апикальных дендритах (рис. 2Б, б, г). Наиболее интересно, что во многих круглых клетках, окружающих зону инфаркта и имеющих сходную с макрофагами морфологию, выявили значительное повышение иммунореактивности NCX1 (рис. 2Б, е-з), в то время как в соответствующих контрлатеральных областях очевидного сигнала от NCX1 не выявили (данные не представлены). Опыты с мечением двумя изотопами показали, что NCX1 селективно коэкс-прессировался в круглых Iba1(+) микроглиальных клетках, окружающих зону инфаркта (рис. 2В, a-е). В периишемической области, вне зоны инфаркта, NCX1-положительные дендриты были интенсивно окрашены, и в некоторых клетках определили явную иммунореактивность NCX1 (рис. 2Б, б-в). В периише-мической зоне ко-локализацию иммунореактивности NCX1 с другими фенотипами Iba1(+) микроглиальных клеток не выявили (данные не представлены).
ВНуТРИКЛЕТОЧНОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ NCX1 НА 7-й ДЕНЬ ПОСЛЕ НОСМА На 7-й день, когда в ядре ишемии произошло зна-чительное снижение сигнала NeuN (рис. 3A, а-з и 3Б, a, г; см. на цв. вклейке), иммунореактивность NCX1 в нейропилях была значительно повышена (рис. 3A, и-р). Сигнал от NCX1, напротив, значительно возрос в круглых клетках, расположенных в ядре ишемии (рис. 3Б, д-е). Опыты с использованием конфокаль-ной иммунофлуоресценции продемонстрировали, что скопление Iba1(+) клеток в ядре инфаркта на 7-й день было более выраженным, чем в той же области на 3-й день. Интересно, что проявление иммуносиг-нала NCX1 было обнаружено только в круглых Iba1(+) микроглиальных клетках (рис. 3В, a-и). В центральных участках ядра инфаркта клетки с двойным мечением NCX1/Iba1 составили около 80% от всех Iba1(+) клеток (рис. 3В, ж-и). В периишемической зоне сигнал от бел-ка NCX был также повышен (рис. 3Б, б-в), как и на 3-й день после нОСМА, но ко-локализации иммуно-реактивности NCX1 с другими фенотипами Iba1(+) микроглиальных клеток не обнаружили (данные не представлены).
ПОВЫшЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ NCX1 В МИКРОгЛИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ, ВЫДЕЛЕННЫХ Из яДРА ИшЕМИИ При двойном мечении белка NCX1 микроглиальным маркером IB4 выявили, что иммунореактивность NCX1 в микроглии, выделенной из контралатераль-ной области, была выражена слабо (рис. 4 А-Е, см. на цв. вклейке). Большинство клеток (91,5±1,5%), выделенных из контралатеральной коры, были IB4-позитивными, и только 12,1±4,2% из них экспрессиро-вали белок NCX1 (рис. 4 Н). Микроглиальные клетки, выделенные из ядра ишемии, наоборот, отличались выраженной иммунореактивностью NCX1 (рис. 4 К-М). Количественный анализ показал, что 46±3,6% клеток, выделенных из ядра, были IB4-позитивными, и 94,2±4,8% из них были также NCX1-позитивными. В этих клетках сигнал NCX1 был интенсивно представ-лен на цитоплазматической мембране (рис. 4 К-М).
ПОВЫшЕНИЕ АКТИВНОСТИ NCX В МИКРОгЛИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ, ВЫДЕЛЕННЫХ Из яДРА ИшЕМИИ
Для оценки активности NCX микроглиальных клеток в ядре ишемии, ее изучили путем определения Na + -зависимого повышения внутриклеточной концентрации Ca 2+ [Ca 2+ ] в с помощью FURA-2AM и локальной фик-сации потенциала на целой клетке на IB4(+) и IB4(-) клетках (рис. 5, см. на цв. вклейке). Кроме того, актив-ность NCX оценивали в IB4(+) клетках соответствую-щих участков контралатеральной коры (рис.5 Д-Ж). Перфузия этих клеток раствором, не содержащим Na + , сопровождалась быстрым линейным повышением [Ca 2+ ] в , которое было более значительным в IB4(+) клетках ядра ишемии по сравнению с IB4(-) клетками той же зоны и IB4(+) клетками контралатеральной области (рис. 5 Д-Ж). Соответственно, I NCX , зарегестрированный при работе насоса в обратном и прямом режиме, был зна-чительно выше в IB4(+) клетках, полученных из ядра ишемии, по сравнению со значением этого показателя в IB4(-) клетках этой же области и IB4(+) клетках конт-ралатерального полушария. Важно, что в микроглии, полученной из ядра, амплитуда сигнала, формирую-щегося при активации NCX в обратном режиме, был значительно выше, чем при работе в прямом режиме (рис. 5 Е-Ж).
ПОВЫшЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ NCX1 И АКТИВНОСТИ NCX В BV2-МИКРОгЛИАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ ПРИ ЭКСПОНИРОВАНИИ ИХ В уСЛОВИяХ ДЕфИцИТА КИСЛОРОДА И гЛюКОзЫ Чтобы исключить прямое воздействие гипоксии на активность NCX1 в случае изолированной инкубации микроглиальных клеток, мы использовали более простую систему, представленную BV2-микроглиальными клетка-ми, экспонированными в условиях дефицита кислорода и глюкозы (ДКГ) с последующей реоксигенацией.
При экспозиции BV2-клеток в условиях ДКГ про-изошло значительное повышение уровня экспрессии NCX1 через 24 часа от начала реоксигенации. Через 48 часов реоксигенации уровень белка NCX1 был так-же повышен по сравнению с клетками с нормоксией, однако был ниже, чем к 24 часу от начала реоксигена-ции. Однако через 6 часов реоксигенации изменений в уровне экспрессии белка NCX1 не выявили (рис. 6А). При экспозиции BV2-клеток в условиях ДКГ, несмотря на различие в уровне экспресии NCX1, наблюдалось существенное уменьшение NCX2 и NCX3 как при ранней, так и при длительной реоксигенации (рис. 6 Б-В). Более того, в результате ДКГ/реоксигенации в микроглиальных клетках произошло повышение экс-прессии белка Iba1 и содержания оксида азота (рис. 6Г). Повышение уровня экспрессии этих двух белков сви-детельствует о том, что ДКГ приводит к активации микроглиальных клеток in vitro [23] .
В микроглиальных клетках, экспонированных в усло-виях ДКГ с реоксигенацией в течение 6 и 24 часов, изо-лированный I NCX при регистрации в прямом и обратном режимах работы, был значительно выше, чем в усло-виях нормоксии. Через 48 часов реоксигенации I NCX уменьшился, но по-прежнему был выше, чем в клетках Для изучения специфической взаимосвязи между нарушением перераспределения Ca 2+ и повышением активности и экспрессии NCX1, мы выключили ген NCX1 в BV2-клетках с помощью двух селективных коротких интерферирующих РНК (1A и 1B). Использование обеих коротких интерферирующих РНК привело к значи-тельному снижению уровня белка NCX1 в микрогли-альных клетках, как и продемонстрировали результаты вестерн-блоттинга (рис. 6З, верхнаяя часть). В клетках с подавленной экспрессией NCX1 активность NCX, опре-деленная по повышению [Ca 2+ ] в, в результате отсутствия Na + (т. е. обратный режим), была значительно снижена (рис. 6И, нижняя панель). Интересно, что при экспо-зиции BV2-клеток с подавленным геном NCX1 в усло-виях ДКГ с последующей реоксигенацией, повышения [Ca 2+ ] в вообще не происходило (рис. 6И). Это открытие, наряду с результатами, показывающими, что уровень экспрессии белка других двух изоформ гена NCX-NCX2 и NCX3 значительно снижался после ДКГ, подчеркивает значимую роль изоформ NCX в круглых фагоцитарных микроглиальных клетках в условиях гипоксии. nОбСуЖДЕНИЕ В проведенном исследовании с помощью интегриро-ванных подходов к анализу in vivo, ex vivo, и in vitro, было показано, что экспрессия гена NCX1 и его активность повышаются микроглиальными клетками в ответ на ише-мическое повреждение. В частности, в 1-й день после нОСМА экспрессию белка NCX1 обнаружили только в некоторых микроглиальных клетках, расположенных рядом с нейронами в ядре ишемии. Интересно, что на 3-й и 7-й день после нОСМА сигнал от NCX1 пос-тепенно увеличивался в Iba1(+)-клетках, окружающих ядро ишемии. Из всех Iba1(+)-клеток экспрессия NCX1 происходила только в круглых микроглиальных клетках, что отражает конечную стадию активации микроглии [2, 23] . Интересно, что клетки микроглии, выделен-ные из области ядра ишемии на 7-й день после ОСМА и культивированные in vitro, интенсивно экспрессировали белок NCX1. Более того в этих клетках была значительно и избирательно повышена активность NCX при обратном режиме работы. К тому же мы обнаружили, что в линии BV2-клеток при экспозиции их в анаэробных условиях произошло значительное повышение I NCX и экспрессия NCX1, но не экспрессия белков NCX2 и NCX3, содер-жание которых, наоборот, было снижено. Повышенная активность NCX может объяснить изменение [Ca 2+ ] в , которое наблюдали в микроглиальных клетках в разное время после ДКГ. В частности, повышение [Ca 2+ ] в через 6 часов после ДКГ может быть связано с повышенной активностью NCX1 при работе в обратном режиме, т. к. подавление гена NCX1 полностью предотвращало повышение [Ca 2+ ] в в результате ДКГ. В соответсвии с этой интерпретацией, в других патологических усло-виях, таких как экспонирование с γ-интерфероном или оксидом азота, активность и экспрессия NCX при работе в обратном режиме повышались в микроглии, приводя к Na + -зависимому накоплению Ca 2+ [14] . Наличие сигнала NCX1 в микроглиальных клетках ядра ишемии говорит о том, что этот белок путем повышения [Ca 2+ ] в может играть важную роль в кальций-регулируемых функциях микроглии [2] . В недавно проведенном исследовании M. Ifuku и соавт. доказали, что поступление Ca 2+ при работе Na + /Ca 2+ -насоса в обратном режиме является предпосылкой развития брадикинин-и B1-агонист-индуцированной подвижности микроглии. В этих клет-ках выключение гена NCX1 (у гетерозигот) приводит к ослаблению брадикинин-индуцированного хемотаксиса и миграции микроглиальных клеток [24] .
Другим аспектом, заслуживающим внимания, явля-ется повышение активности NCX в линии BV2-клеток при отсутствии повышения экпрессии белка NCX1. Раннее повышение активности NCX может быть следствием увеличения содержания оксида азота, образующегося в анаэробных условиях, выявлен-ного в настоящем исследовании в микроглиальных клетках. Действительно, было продемонстрировано, что оксид азота оказывает стимулирующее влияние на работу NCX в обратном режиме, и динамика выработки этого медиатора имеет ту же структуру, которую наблюдали для I NCX при локальной фиксации потенциала. Интенсивная экспрессия NCX1 в мик-роглиальных клетках подтверждает его активное участие в регулировании активности этих клеток в головном мозге в условиях ишемии. Известно, что клетки микроглии выполняют функцию макрофагов в поврежденном мозге. Удаление структур, потеряв-ших свою функцию, таких, как некротический детрит из клеток, дендритов и миелина в результате фаго-цитоза является полезным и служит предпосылкой к восстановлению при ишемии головного мозга. Тем не менее, маркер Iba1 не позволяет нам выяснить, являются ли клетки с двойным мечением NCX1/Iba1, обнаруженные через 7 дней после нОСМА, круглыми микроглиальными клетками, или они представляют собой циркулирующие в крови макрофаги, окружаю-щие ядро ишемии. В данном исследовании не удалось определить, оказывает ли повышение экспрессии и активности NCX1 полезное влияние, связанное с изменением активности во время разных стадий активации микроглии после ишемии. Тем не менее, важность функции NCX1 в головном мозге уже была подчеркнута результатами последних исследова-ний, свидетельствующих, что при специфическом выпадении функции генов NCXl, NCX2 и NCX3 происходит значительное увеличение размеров
